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摘要 :目的 研究 观察 健康 成 人 24 h 尿 液 细 胞 外 圳 泡 (uEVs) 数 量 、 大 小 分 布 及 个 体 间 差 异 。 方 法 利用 液压 透析 滤 过 法 分 离 9 名 
健康 成 年 人 24 h uEVs, 通 过 western blot(WB) 和 透射 电镜 (TEM) 技 术 验 证 uEVs 的 分 离 效 果 , 应 用 BCA 蛋白 定量 法 及 纳米 微粒 
跟踪 分 析 技 术 分 别 对 富 集 的 uEVs 样 品 进行 重 白 定量 测定 和 中 泡 数 量 及 大 小 分 布 的 分 析 。 结 果 TEM 下 可 见 大 小 不 等 .形状 不 
— ASE. WB 技术 检测 到 外 泌 体 的 标记 物 一 人 肿瘤 易 感 基因 (TSG101)。9 名 健康 成 人 24h 尿 液 分 离 的 uEVs 样 品 蛋 白 定 量 
范围 为 132.50~760.70 ng/mL。 纳 米 微粒 跟踪 分 析 技 术 检测 结果 显示 24 h uEVs 数 量 为 (3.56~5.12)x10? 个 ,CV=14.23%。24h 
分 泌 的 uEVs 中 ,直径 在 <40 nm 范围 内 的 者 泡 占 所 检测 到 的 总 圳 泡 数 的 0.04~0.69% ,数量 为 (1.80~26.49)x10 个 ;符合 外 泌 体 
直径 范围 (40~100 nm) 的 圳 泡 占 总 时 泡 数 的 22.07%~42.08% ,数量 为 (1.00~1.77)x102 个 。 符 合 微 圳 泡 直 径 范 围 (100~1000 nm) 
的 吉 泡 约 占 总 吉 泡 数 的 57.88%-~77.85 允 ,数量 为 (2.09~3.86)x102 个 。 结 论 新 型 液压 透析 滤 过 法 能 高 效 .便捷 地 实现 大 样本 尿 
液 uEVs 的 分 离 。 健 康成 人 分 泌 的 24 h uEVs 个 体 间 差异 较 小 ,是 uEVs 相 关 研 究 较 理想 的 标本 来 源 。 

关键 词 : 尿 液 细胞 外 微 圳 泡 ; 外 泌 体 ;纳米 颗粒 跟踪 分 析 
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Abstract: Objective To analyze the quantity and size distribution of 24-hour urinary extracellular vesicles (uEVs) from healthy 
adults. Methods The 24-hour uEVs from 9 healthy adults were isolated by hydrostatic filtration dialysis (HFD). The 
effectiveness of uEVs enrichment was evaluated using Western blotting and transmission electron microscopy (TEM). The 
quantity and size distribution of the uEVs was analyzed with BCA protein quantification, TEM, and nanoparticle tracking 
analysis (NTA). Results uEVs with different sizes and morphologies were observed under TEM. Western blotting confirmed 
the expression of TSG101 in all the uEV fractions from the 9 donors, ranging from 132.50 to 760.70 ng/mL. NTA results showed 
that the number of 24-hour uEVs amount ranged from 3.56 x10” particles to 5.12 x 10° particles, with a CV of 14.23%. The 
proportion of the vesicles with a diameter <40 nm was 0.04%-0.69% with a number range of (1.80-26.49) x 10° particles; the 
proportion of vesicles with a diameter of 40-100 nm (which is consistent with the size of exosomes)was 22.07%-42.08% with a 
number range of (1.00-1.77)x10” particles. The proportion of vesicles with a diameter of 100-1000 nm (consistent with the size 
of microvesicles) was 57.88%-77.85% with a number range of (2.09-3.86) x 10” particles. Conclusion The established HFD 
method allows efficient and convenient isolation of uEVs from a large amount of urine samples. The 24-hour uEVs from 
healthy adults show narrow differences between individuals and thus can be an ideal source of samples for relevant studies. 
Key words: urinary extracellular vesicles; exosomes; nanoparticle tracking analysis 


ARIEL MAEVE (extracellular vesicles, EVs) 是 由 细胞 后 对 其 相关 人 研究 不 断 深入 。 泌 尿 系统 上 皮 细 胞 (包括 肾 
分 泌 并 携带 着 相应 来 源 细胞 生物 信息 (蛋白 ,RNA 等 ) 小 球 足 细 胞 、 肾 小 管 细胞 、 膀 胱 等 ) 均 可 分 泌 uEVs。 
的 纳米 级 颗粒 "3。 2004 年 , 尿 液 细胞 外 圳 泡 (Urinary ”UEVs 的 发 现 与 研究 对 泌尿 系统 疾病 早期 诊断 生物 标记 
extracellular vesicles, uEVs) 首 次 被 分 离 和 鉴定 出 来 ,此 物 以 及 治疗 与 监测 靶 点 的 发 现 带 来 广阔 的 前 景 , 也 为 疾 
收 稿 日 期 :2015-08-09 病 发 病 机 制 相 关 研究 带 来 了 新 的 方法 ““。uEVs 包 括 
基金 项 目 :欧盟 第 七 框架 计划 资助 项 目 (UroSense-286386); 中 国 南方 多 种 类 型 的 圳 泡 ,在 大 小 、 密 度 .沉降 力 .特异 性 标记 物 
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最 终 的 临床 应 用 , 仍 需 解决 很 多 面临 的 难题 。 其 中 包括 
目前 为 止 仍 未 发 现 uEVs 的 管家 蛋白 ,如 何 对 uEVs 及 其 
成 分 进行 良好 定量 是 研究 人 员 面 临 的 环 手 问题 ”。 由 
于 受 uEVs 分 离 方法 等 条 件 的 限制 ,目前 绝 大 多 数 的 
uEVs 相 关 研 究 所 采用 的 标本 都 为 晨 尿 或 随机 尿 , 前 期 
已 有 报道 提示 个 体 间 单 次 尿 液 uEVs 量 存在 较 大 差异 ， 
最 新 研究 还 提示 uEVs 分 泌 有 昼夜 变化 ,因此 非常 有 
必要 对 24 h uEVs 总 体 分 泌 情 况 进 行 分 析 , 从 而 更 全 面 
地 了 解 健康 人 uEVs 的 分 泌 情况 ,为 后 续 的 研究 及 临床 
相关 检测 应 用 提供 指导 。 而 国内 外 目前 尚 无 针对 24 h 
分 泌 的 全 部 uEVs 进行 分 离 和 分 析 的 报道 。 

本 研究 中 ,我 们 利用 近期 国际 上 报道 的 液压 透析 滤 
过 法 '。 对 健康 成 人 24 h 全 部 尿 液 中 的 uEVs 进行 提 
取 、 分 析 。 进 而 明确 健康 成 人 24 h uEVs 含 量 . 大 小 分 布 
及 个 体 间 差 异 。 


1 材料 和 方法 
1.1 尿 标本 的 留 取 

9 名 健康 成 年 人 ,年 龄 在 22~63 岁 ( 中 位 数 年 龄 为 
49 岁 ), 所 有 入选 志 愿 者 经 血糖 、 空 腹 胰 岛 素 、 尿 常规 、 
24h 尿 蛋白 定量 .24 h 尿 微量 白 蛋 白 定量 、 血 清 肌 醋 检 
测 及 eGFR 评估 ,结合 B 超 等 检查 结果 提示 无 肯 脏 病 、 糖 
尿 病 等 慢性 病史 ,在 24 h 尿 液 留 取 前 2 周 内 无 急性 感染 、 
无 药物 使 用 史 , 女 性 避 开 月 经 期 ,标本 留 取 中 使 用 甲 茶 
作为 防腐 剂 ( 本 团队 前 期 已 验证 甲 茶 不 会 破坏 uEVs)。 
1.2 uEVs 的 分 离 和 富 集 

使 用 液压 透析 滤 过 法 对 收集 到 的 9 份 24 hn 尿 标本 
的 uEVs 进 行 分 离 . 富 集 ,具体 步骤 如 下 :(1) 首 先 对 尿 标 
本 进行 2000 g 低 速 离心 30 min, 可 除去 细胞 、 细 胞 碎片 
及 部 分 Tomm-Horsfall 蛋白 ;(2) 离 心 后 的 上 清 液 倒 人 
截留 相对 分 子 质量 为 1000 000 的 透析 膜 装置 中 进行 透 
析 滤 过 ; (3) 当 透析 膜 中 尿 液 剩余 6~8 mL 时 , 予 200 mL 
miliQ 水 进行 冲洗 ; (4) 当 透析 膜 中 尿 液 剩余 15~20 mL 
时 收集 膜 内 富 含 uEVs 的 液体 ,每 份 分 离 的 uEVs 样 品 均 
定 容 至 20 mL, 
1.3 BCA(bicinchoninic acid) 法 蛋白 定量 分 析 

使 用 96 孔 板 和 BCA 试 剂 盒 。 分 别 取 一 定 体 积 的 浓 
度 为 2 mg/ml 的 标准 BSA 溶 液 ,加 PBS 深 液 至 20 uL Ac 
成 如 下 浓度 梯度 的 BSA 溶液 :0、0.025、0.125、0.25、 
0.5、0.75、1、1.5、2 mg/mL. 样品 (样品 BSA 溶液 或 蛋 
白质 溶液 ) 与 PBS 共 20 kL 加 样 ,最 后 每 筷 均 加 160 uL T. 
作 液 混 匀 ,37 COEF 30 min, 冷 却 到 室温 后 , 酶 标 仪 上 
562 nm 处 读数 。 
1.4 Western blot, WB 

采用 垂直 板 形 电泳 ,连续 凝 胶 系 统 , 凝 胶 浓 度 为 
15% ,电极 缓冲 液 为 Tris- 甘 氨 酸 缓冲 液 ,电泳 至 溴 甲 酚 
蓝 指示 剂 距 凝 胶 底 端 0.5~1 cm 处 终止 电泳 。 样 品 液 在 
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沸水 浴 15 min, 每 个 样品 模 上 样 量 为 30 pL. FH Bio-Rad 
转移 槽 将 凝 胶 中 的 蛋白 条 带 转移 至 硝酸 纤维 膜 上 ,TBS 
洗涤 2 次 ,5 min/ 次 ,用 3% BSA 封闭 液 封闭 (4 CC 冰箱 过 
夜 )。 甩 去 封闭 液 ,TBST 洗 膜 3 次 ,5 min/ 次 ;把 膜 漫 入 
抗体 缓冲 液 中 (稀释 一 抗 ,1:250)37 CHER 2 h( 一 抗 为 
家 免 抗 人 Tumor Susceptibility Genel01,TSG101). Fa 
去 一 抗 ,同上 清洗 膜 3 次 ,后 加 入 1:5000 比例 稀释 的 二 
抗 ,室温 孵育 1 h( 二 抗 为 山羊 抗 家 兔 二 抗 )。 甩 去 二 抗 , 同 
上 清洗 腊 3 次 。 加 入 曝光 液 AB( 按 1:1 混 合 ) 各 1 mL; 将 
膜 置 于 平 亚 中 ,取出 在 滤纸 上 轻 轻 滤 干 ,进行 定 影 ,并 扫描 。 
1.5 透射 电镜 

取 20~30 uL uEVs 沉 演 悬 液 于 载 样 钢 网 上 ,室温 静 
置 2 min, 用 滤纸 从 侧面 吸 干 液体 , 滴 加 4% 磷 钨 酸 溶液 
约 30 pL 于 铜 网 上 ,室温 负 染 2 min。 滤 纸 吸 干 负 染 液 ， 
白炽 灯 下 烤 干 约 10 min, 以 PHLIPS 一 TECNAI 10 电 子 
显微镜 在 电压 80 kV 条 件 观 察 照 相 。 
1.6 纳米 微粒 跟踪 分 析 (Nanoparticle tracking analysis, 
NTA) 

NTA 的 可 检测 范围 为 10'~10? particles/mL , 取 健 康 
成 年 人 的 尿 样品 ( 共 9 份 ), 用 miliQ 水 按 1:1000 比例 稀 
释 成 1 mL, 通 过 NanoSight 300 (NanoSight, Malvern, 
UK) 进 行 测量 , 温 度 23.7+0.5 Co 25 帧 /s, 测 量 时 间 为 
60 s, 利 用 圳 泡 布 朗 运 动 的 原理 及 提供 样品 可 视 化 和 近 
似 圳 泡 浓度 的 功能 。 最 终 得 到 浓度 和 圳 泡 大 小 的 二 维 
(2D) 分 布 图 。 对 NTA 的 设置 进行 优化 并 在 测量 不 同样 
品 时 保证 参数 不 变 , 分 析 样 品 的 近似 浓度 不同 洁 泡 大 
小 亚 群 的 分 布 情况 。 
1.7 统计 学 处 理 

采用 SPSS 19.0 软 件 对 数据 进行 分 析 ,计量 资料 应 
用 均 数 + 标准 差 表 示 ,计数 资料 应 用 率 表示 ,个体 间 差异 
用 变异 系数 (CV) 表 示 。 变 异 系数 的 计算 公式 为 (标准 
偏差 :平均 值 )x100%。 


2 结果 
2.1 基本 资料 

入 组 的 9 名 健康 成 年 人 的 年 龄 为 22~63 岁 ( 中 位 
数 年 龄 为 49 岁 ) ,其 中 3 名 年 龄 4 岁 以 下 ,3 名 年 龄 在 
45~59 岁 ,3 名 年 龄 在 60-74 岁 之 间 。24 h 尿 量 为 
1688.33+721.14 mL。 肾 功能 及 尿 和 蛋白 定量 均 在 正常 
范围 内 ( 表 1)。 
2.2 24 h uEVs 总 蛋白 定量 

经 BCA 法 测 得 的 9 名 健康 成 人 24h 尿 液 宣 集 后 
的 uEVs 样品 蛋白 浓度 ,和 蛋白 浓度 范围 为 132.50~ 
760.70 ng/mL ,平均 蛋白 浓度 为 (398.51+217.63) ng/mL, 
CV=54.61%。 
2.3 Western blot 检 测 TSG101 

KH Western blot 检测 外 泌 体 标志 物 蛋 白 TSG101， 
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R1 9 名 健康 成 年 人 临床 资料 


Tab.1 Clinical characteristics of 9 healthy adults 
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Paramater 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Age (year) 28 24 22 a1 49 45 63 61 62 
Creatinine (mmol/L) 76 65 89 60 68 71 67 64 68 
24-hour protein uria (mg/24 h) 50 64 72 49 43 59 73 43 56 


结果 显示 每 个 样品 在 相对 分 子 质量 为 45 000 存 在 清晰 
地 条 带 , 提 示 我 们 通过 液压 透析 滤 过 法 收集 的 uEVs 样 
品 中 含有 大 量 外 泌 体 (图 1)。 


i 2 3 4 5 6 7 8 9 
Ss a dee 45000 


图 1 免疫 印迹 检测 9 名 健康 成 人 24 h uEVs 样 
本 中 TSG101 

Fig.1 Western blot analysis of TSG101 for 24h 
uEVs samples of 9 healthy adults. 


2.4 TEM 观 察 uEVs 

透射 电子 显微镜 下 观察 到 我 们 所 分 离 的 uEVs 样 
品 中 进行 存在 很 多 大 小 不 一 . 呈 圆 形 .椭圆 形 杯 状 或 不 
规则 形状 的 喜 泡 ,直径 范围 为 20~2000 nm( 图 2)。 


2.5 NTA 检 测 到 的 24 h uEVs 数 量 及 大 小 分 布 

NTA 检测 出 的 9 个 样品 (每 个 样品 均 为 20 mL) 
中 uEVs 近似 浓度 范围 为 (1.78~2.56)x10YmL, 浓 度 为 
(2.13+0.30)x10ymL。 按 体积 计算 出 健康 成 人 24 h 
uEVs 的 总 含量 范围 为 (3.56~5.12)x102,uEVs 含量 为 
(4.25+0.60)x102 个 ,个 体 间 CV 为 14.23%( 表 2)。 

NTA 分 析 还 显示 出 详细 的 不 同 大 小 圳 泡 分 布 情 
况 。 每 个 样品 的 圳 泡 直径 160+85~302+199 nm, 7M 
总 体 直径 为 233+153 nm( 图 3)。 我 们 按 前 述 的 uEVs 
的 分 类 标准 进一步 按 大 小 进行 分 类 分 析 : 直 径 在 <40 nm 
范围 内 的 省 泡 占 总 旱 泡 数 的 0.04% ~0.69% ,数量 为 
(1.80~26.49)x10"; 直径 在 40~100 nm W EA KHEN E 
KEA 22.07%~42.08% ,数量 为 (1.00~1.77)x10?; 
直径 在 100~1000 nm 范围 内 的 圳 泡 占 总 宫 泡 数 的 
57.88%~77.85% ,数量 为 (2.09~3.86)x102?。 直 径 处 在 微 
EA |\(100~ 1000 nm) 的 圳 泡 占 所 有 uEVs 的 比例 最 
高 ( 表 2)。 


2 透射 电镜 下 所 观察 到 的 uEVs 特 征 


Fig.2 Characterization of uEVs observed using transmission electron microscope. 


表 2 9 名 健康 成 人 NTA 检 测 结果 
Tab.2 NTA analysis of 24h uEVs from 9 healthy adults 


Paramater 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Concentration (10° paticles/mL) 1.78 1.92 1.81 2.09 2.30 2.56 2.44 1.84 2.39 
Quantity (10" paticles) 3.56 3.84 3.62 4.18 4.60 5.12 4.88 3.68 4.78 
Average diameter (nm) 2244178 1804101 160485 2444150 2494152 3024199 = 2514101 226+155 265+181 
Ratio of <40 nm in diameter (%) 0.68 0.69 0.04 0.18 0.18 0.32 0.36 0.05 0.08 
Ratio of 40~100 nm in diameter (%) 38.31 36.66 42.08 30.58 24.61 24.30 36.17 27.20 22.07 
Ratio of 100~1000 nm in diameter (%) 61.01 62.65 57.88 69.24 75.21 75.38 63.47 72.75 77.85 
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图 3 _ NAT 分 析 9 名 健康 24 h 尿 液 中 uEVs 含 量 及 分 布 情况 
Fig.3 NAT analysis of the amount and size distribution of 24-h uEVs from the 9 healthy adults. A-I: No.1 to No. 9 uEVs samples, 
respectively. The abscissa is the vesicle diameter (range 0-1000 nm), and the ordinate is the number of vesicles per 1 mL of the 


urine sample. 


3 讨论 

本 研究 在 利用 新 型 的 uEVs 分 离 方法 基础 上 ,首次 
对 健康 成 人 24 h 尿 液 中 的 所 有 uEVs 进 行 分 离 富 集 ,并 
对 24 h uEVs 的 分 泌 总 量 、 大 小 分 布 .个 体 间 差异 等 情况 
等 进行 了 综合 检测 和 分 析 。 既 往 关 于 uEVs 的 研究 采用 
的 标本 均 为 从 晨 尿 .随机 尿 或 是 留 取 24 h 尿 液 混 匀 后 的 
尿 液 总 量 中 取 少 量 标 本 ，"。 然 而 , 单 次 尿 标本 中 的 微 
绪 泡 常常 会 因为 慎 夜 节律 ,水 合 状态 的 变化 .锻炼 和 饮 


分 析 与 检测 提供 理论 和 实验 基础 。 

目前 对 uEVs 的 定量 研究 报道 较 少 ,有 限 的 关于 单 
次 尿 液 中 uEVs 的 间接 定量 报道 如 下 : Mitchell 等 * 通 
过 BCA 和 蛋白 定量 法 ,对 10 名 健康 成 人 随机 尿 外 泌 体 平 
均 蛋 白 定量 为 (366.71+292.69)ng/mL,CV=79.81% 。 
Zhen 等 "通过 Bradford 法 对 7 名 健康 成 人 200 mL 尿 外 
泌 体 平均 蛋白 定量 为 (400.86+210.85)ng/mL,CV= 
52.60%. Mi Wilna 等" 则 通过 NTA 对 单 次 尿 标本 中 特 


食 的 影响 导致 误差 "。 文 献 检 索 未 见 到 对 24 h 所 有 
尿 液 标 本 进行 处 理 的 报道 ,本 研究 首次 报道 对 24h 尿 液 


定 标志 蛋白 的 外 泌 体 量 进行 检测 显示 ,外 刻 体 粒子 浓度 
为 (0.19~0.32)x10 particles/mmoL,CV=24%。 本 人 研究 


中 所 有 uEVs 进 行 分 离 并 分 析 。 人 研究 结果 显示 通过 液压 
透析 滤 过 法 可 以 快速 有 效 地 处 理 健康 成 人 24 h 尿 液 ( 约 
1~3 工 ) 并 分 离 出 UEVs, 分 离 时 间 约 为 20 h。 分 离 出 的 
uEVs 样 品 通 过 Western blot 检 测 可 以 清晰 地 显示 外 泌 
体 的 标志 和 蛋白 -TSG101 的 表达 。 此 外 ,通过 TEM 观 察 
可 见 大 小 不 一 ,形态 各 异 的 党 泡 。NTA 检测 的 结果 也 
显示 所 分 离 的 样品 中 含有 大 量 不 同 大 小 的 小 泡 。 综 上 
结果 表明 利用 液压 透析 滤 过 法 能 够 简单 高 效 地 对 大 样 
本 尿 液 (24 h 尿 液 ) 标 本 进行 uEVs 分 离 ,从 而 为 后 续 的 


pa 


首次 对 健康 成 人 24 h 总 uEVs 进 行 定量 研究 ,结果 表明 : 
用 BCA 法 测 得 的 总 uEVs 样 品 (每 个 24 h 尿 样品 浓缩 后 
容积 20 mL) 和 蛋白 浓度 范围 为 132.50~760.70 ng/mL, 蛋 
白 浓度 为 (398.51+217.63) ng/mL, CV=54.61% -~ JH 
NAT 测 得 的 24 h uEVs 分 泌 总 量 为 (4.25+0.60)x102 
particles,CV=14.23%。 作 者 分 析 用 BCA 法 测定 的 各 标 
本 间 CV 较 大 的 主要 原因 有 两 点 :(1) 目 前 缺乏 对 uEVs 
样品 蛋白 浓度 进行 良好 测定 的 方法 ,常规 的 测定 蛋白 浓 
度 的 方法 (包括 BCA 与 考 马 斯 亮 蓝 法 ) 均 不 准确 ”;(2) 
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初步 分 离 的 uEVs 样 品 中 存在 干扰 蛋白 。 目 前 国际 上 现 
有 的 uEVs 分 离 方 法 均 不 能 完全 消除 中 干扰 蛋白 的 影 
啊 , 尤 其 是 Tamm-Horsfall EAH (THP) 色素 等 的 干扰 ， 
从 而 影响 蛋白 浓度 分 析 的 偏差 。 由 于 NTA 是 直接 追踪 
并 测定 宫 泡 颗粒 ,是 目前 现 有 的 研究 融 泡 定量 的 相 
对 而 言 最 科学 的 方法 。 因 此 我 们 认为 本 研究 用 NTA 方 
法 测 得 的 24 h 总 uEVs 定 量 信息 及 个 体 间 差异 结果 可 
靠 ,健康 成 人 1 dd 内分泌 的 uEVs 平 均 总 量 大 ,但 个 体 间 
差异 较 小 。 
虽 本 研究 提示 健康 成 人 个 体 间 24 h 尿 液 uEVs 总 
量 差异 性 较 小 ,但 该 结果 并 不 能 推导 出 单 次 晨 尿 或 随机 
尿 液 个 体 间 差 异 亦 较 小 。 相 反 , 由 于 单 次 尿 液 样 品 中 尿 
液 浓缩 程度 的 不 同 ,而 目前 又 缺乏 对 uEVs 含 量 进行 良 
好 校正 的 方法 或 指标 ,因此 通过 晨 尿 或 随机 尿 液 样品 对 
uEVs 成 分 进行 分 析 比 较 时 需 慎重 对 待 结果 。 
目前 对 于 圳 泡 的 分 类 并 未 统一 , 圳 泡 的 直径 大 小 是 
分 类 参考 的 主要 指标 习 。 本 研究 通过 TEM 和 NTA 检 
测 uEVs 的 形态 及 大 小 分 布 提示 ,uEVs 样 品 中 存在 大 小 
ARSE, BEE ,椭圆 形 、 杯 状 或 不 规则 形状 。NTA 
发 现 吉 泡 平均 直径 范围 为 233+153 nm, 与 电镜 所 见 的 
主要 吉 泡 范围 相符 。 通 过 NTA 对 不 同 大 小 范围 内 的 圳 
泡 分 布 进行 分 析 显 示 ,在 可 检测 到 的 0~1000 nm 范围 
内 ,符合 microvesicles 直径 范围 (100~1000 nm) 的 者 
泡 所 占 比 例 最 高 ( 约 占 总 圳 泡 数 的 58%~78%) ,符合 
外 泌 体 大 小 范围 (40~100 nm) HY ENF i LE 
(22%~42%) , 亦 有 少 一 部 分 直径 低 于 40 nm AYRE i% 
结果 与 既往 文献 报道 相符 。Oosthuyzen “通过 
NanoSight LM10 检 测 5 名 健康 成 人 单 次 尿 标本 结果 显 
示 在 0~300 nm 范围 内 观测 ,分 布 在 20~100 nm 范围 内 
的 吉 泡 所 占 比 例 相 对 较 小 (14.6+2.3)%。Maria2 通过 
NTA 分 析 健 康成 人 血小板 分 泌 的 圳 泡 显 示 ,90% 以 上 的 
里 泡 直 径 小 于 500 nm, 而 分 布 在 100~250 nm 范围 内 的 
圳 泡 比 例 较 高 下。 尽管 不 同类 型 省 泡 在 大 小 方面 可 能 
存在 重 蕉 ,但 本 研究 结果 提示 人 体 所 分 泌 的 uEVs 中 ,外 
泌 体 并 不 是 最 主要 的 吉 泡 成 分 。 虽 然 我 们 已 经 意识 到 
外 泌 体 在 细胞 间 信 号 通讯 过 程 中 可 能 起 到 了 重要 的 作 
用 ,对 其 研究 也 较 多 ,但 同时 我 们 亦 不 能 忽视 泌尿 系统 
上 皮 细 胞 所 分 泌 的 更 大 量 其 它 不 同类 型 与 大 小 的 省 泡 ， 
其 同样 可 能 是 生物 标记 物 的 良好 来 源 , 值 得 进一步 关 
注 。 后 续 的 研究 有 望 对 uEVs 进行 更 好 的 分 类 分 析 , 从 
而 找到 其 中 的 差别 。 有 趣 的 是 本 研究 也 发 现 uEVs 样 
品 中 存在 小 部 分 直径 很 小 甚至 <20 nm 的 小 圳 泡 ,本 团队 
前 期 通过 超速 离心 法 分 离 HEVs 也 发 现 了 类 似 的 微 喜 
泡 “。 目 前 国际 上 对 该 部 分 小 圳 泡 未 有 明确 界定 ,报道 
极 少 ,其 形成 与 作用 机 制 不 清 , 亦 有 待 进一步 研究 。 
综 上 所 述 , 采 用 新 型 液压 透析 滤 过 法 能 高 效 、 便 捷 
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地 实现 大 样本 尿 液 uEVs 的 分 离 。 健 康成 人 分 泌 的 24 h 
uEVs 个 体 间 差异 较 小 ,是 uEVs 相 关 人 研究 较 理想 的 标本 
来 源 。 符 合 微 吉 泡 范围 的 直径 在 100~1000 nm fy eer 
占 人 体 分 泌 的 uEVs 的 主要 部 分 。 对 人 体 24 h 分泌 的 
uEVs 的 总 体 认识 ,将 对 我 们 后 续 的 分 类 研究 提供 科学 
的 实验 基础 。 
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